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摘  要 : 黄杆菌肝素酶Ⅱ (HepⅡ) 是一类可特异性切割肝素、硫酸乙酰肝素类分子内连接键的酶。文中对黄

杆菌肝素酶Ⅱ重组菌的诱导时机、诱导剂添加量、诱导温度、诱导时间等诱导产酶条件进行优化。经过优化最

佳摇瓶发酵产酶条件为：37 ℃ 培养重组菌至对数生长前期，添加诱导剂 IPTG 至终浓度为 0.3 g/L，20 ℃下

诱导 10 h，酶活达到最高，为 570 U/L。在此基础上通过发酵罐高密度培养手段将菌体浓度 OD600 进一步提高

到 98，酶活大幅度提高到 9 436 U/L，该研究结果为 HepⅡ的工业化生产与应用奠定了良好的基础。 
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Abstract:  Heparinase  (HepⅡ )Ⅱ  from Flavobacterium heparinum is an enzyme that could specifically cleave certain 
sequence of heparin and heparan sulfate. In this work, fermentation conditions of recombinant heparinase Ⅱ (His-Hep Ⅱ) 
producing bacteria were optimized, including initial induction time, inducer (IPTG) concentration, induction temperature and 
induction time. The optimum conditions were as follows: cultivating recombinant bacteria to exponential prophase under 37 ℃, 

then adding IPTG to a final concentration of 0.3 g/L, finally cultivating recombinant bacteria under 20 ℃ for 10 h. The total 
crude enzyme activity reached 570 U/L. Based on these results, high cell density fermentation of recombinant bacteria was 
studied. The final OD600 could reach 98 and the total crude enzyme activity of His-HepⅡ increased to 9 436 U/L. 
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肝素酶是指一类作用于肝素或者硫酸乙酰肝素

的多糖裂解酶。目前从肝素黄杆菌中提取的肝素酶

主要为肝素酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三种[1]。其中肝素酶Ⅱ有

较宽的底物选择性，可以特异性切割肝素、硫酸乙

生物育种与工艺优化 



周斌 等/黄杆菌肝素酶Ⅱ重组菌培养条件的优化及高密度发酵 

cjb@im.ac.cn 

675

酰肝素类分子内的连接键，主要应用于阐明肝素的

结构[2]、研究抗凝血机制[3]、制备抗肿瘤药物[4]及低

分子量肝素[5]等。传统生产肝素酶的方法是肝素黄

杆菌发酵法。Galliher等[6]采用合成培养基代替天然

培养基，以肝素作诱导剂，将肝素酶总酶活提高了 4

倍。此后他们研究了不同碳氮源、诱导剂对酶活的

影响，并采用流加补料方式发酵，将总酶活提高近

60 倍[7]，此方法得到的肝素酶为肝素酶Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ

的混合物，且并未单独对肝素酶Ⅱ的生产进行研究。

Lohse 等[8]从肝素黄杆菌发酵的混合肝素酶液中经

多步纯化制备出肝素酶Ⅱ，但回收率仅有 1.02%。

此外研究人员主要通过改变融合策略来简化肝素酶

Ⅱ的纯化步骤以期达成肝素酶Ⅱ的可溶性表达，提

高酶活和收率。Su等[9]将肝素酶Ⅱ基因 Hep B克隆，

并在大肠杆菌中重组表达，结果表明肝素酶Ⅱ易形

成包涵体，且包涵体所占的比例在 37–25 ℃随着温

度的降低而下降。傅文彬等[10]将 Hep B 插入质粒

pET24a中构建重组菌，低温 20 ℃成功诱导表达了

带有组氨酸标签的融合肝素酶Ⅱ，但该过程中也易

形成包涵体，可溶性表达量不高，酶活仅为 50 U/L。

Blain 等[11]将肝素酶Ⅱ的基因插入到肝素酶Ⅰ调节

区的下游，整合得到全新的转化子菌株，结果表明，

在新的表达体系中肝素酶Ⅱ的表达量提高了 5 倍。

邢新会等[12]将 HepⅡ与 MBP 融合并在宿主 TB1 实

现了可溶性表达，SDS-PAGE 凝胶电泳中融合蛋白

呈单一条带，但酶活仍不高，仅为 118.4 IU/L。总体

而言，目前对肝素酶Ⅱ的生产研究仍较少，且据文

献报道产量仍偏低。 

本实验室构建了重组基因工程菌 E. coli 

BL21(DE3)-pET19b-HepⅡ，该菌株能可溶性表达带

有组氨酸标签的 HepⅡ(His-HepⅡ)，酶活可达   

180 U/L。为进一步提高肝素酶Ⅱ的可溶性表达，实

现肝素酶Ⅱ产量和酶活的提高，现以此工程菌为出

发点，对其诱导条件进行优化，并将该条件应用到

高密度发酵中，以实现 His-HepⅡ产量和酶活的大幅

度提高，为 HepⅡ的工业化生产与应用奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
重组工程菌 E. coli BL21(DE3)-pET19b-HepⅡ

由本实验室自行构建；利用基因工程手段 PCR扩

增出肝素酶Ⅱ基因 Hep B，再将其插入 pET19b质

粒，构建重组质粒，然后将重组质粒导入感受态

E. coli BL21(DE3)，构建重组工程菌。 

蛋白胨和酵母提取物购自 OXOID公司；肝素

钠、氨苄青霉素等试剂均购自上海生工生物工程

有限公司。 

实验中确定诱导条件所用培养基为 LB 培养

基[13]，高密度发酵培养基为 R培养基[13]。 

R 培养基：磷酸氢二钾 13.5 g/L，柠檬酸    

1.7 g/L，微量金属离子溶液 10 mL/L，七水硫酸镁 

1.4 g/L，赖氨酸 2 mg/L，加合适的碳源与氮源，

调节 pH值至 7.0。 

微量金属离子溶液(g/L)：七水硫酸铁 10，二

水氯化钙 2，七水硫酸锌 2.2，四水硫酸锰 0.5，五

水硫酸铜 1，四水合钼酸铵 0.1，四硼酸钠 0.02，

用 5 mol/L HCl溶解。 

1.2  方法 
1.2.1  种子活化 

将保存菌种按 1%的量接种至 10 mL的 LB液

体培养基中，加氨苄青霉素至终浓度为 50 μg/mL,  

37 ℃、200 r/min条件下培养 12 h。 

1.2.2  摇瓶发酵 

将活化后菌种按 1%的接种量接种至 100 mL

的 LB 液体培养基中，加氨苄青霉素至终浓度为

50 μg/mL，37 ℃、200 r/min条件下培养，取不同

时间段培养液测定菌体浓度 OD600，确定生长曲

线。在对数期间内加入 IPTG低温诱导培养一定时

间，取菌液测定 OD600，离心破碎测定酶活。 

1.2.3  发酵罐发酵 

5 L 发酵罐 (上海保兴生物设备工程有限公司) 

中装入 2.0 L培养基，接种 100 mL培养过夜的摇瓶

培养液，加氨苄青霉素至终浓度为 50 μg/mL，37 ℃

发酵，初始转速 600 r/min，初始通气流量为 3 L/min，

随着菌体 OD600值而增加转速与通气流量，以维持溶

氧值达20%以上。采用DO-Start模式[14]来流加500 g/L

的葡萄糖与 20 g/L的MgSO4·7H2O混合液，用 28%

氨水、1 mol/L的 HCl调节 pH值使其稳定在 7.0。 

1.2.4  酶活测定 

酶活检测采用 UV232 法
[15]。在 1 mL 缓冲液   
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(50 mmol/L醋酸钠，5 mg/mL的肝素，pH 7.3)中加

入 50 μL粗酶液，于 30 ℃水浴中反应 10 min。反应结

束后立即置 100 ℃水浴中终止反应，12 000 r/min离心

10 min，取上清液测 232 nm处吸光值。计算公式： 

Enzyme (units/mL) = (A232×V1) / (5.5×t×V2)。 

A232 为 232 nm 处测定的紫外吸收值，V1为反

应液的总体积；V2为加入酶液的体积；t为反应时间 

(min)；根据酶活力定义：一个酶活力单位是指 30 ℃、

pH 7.0的条件下，在 1 min内产生 1 μmol具有 4,5△

不饱和糖醛酸键的寡糖片段的酶量，该 4,5△ 不饱和

糖醛酸寡糖片段的摩尔消光系数为 5 500，生成物为

1 μmol 不饱和糖醛酸所需要的酶量为一个活力单

位，所以吸光系数经过换算为 5.5 (μmol/mL)。 

2  结果与分析 

2.1  诱导条件优化 
2.1.1  诱导时机对重组菌产酶的影响 

前期实验结果表明该重组菌对数期 OD600 在

0.5–3.8之间。选择对数生长期内的几个不同时期 

(OD600 分别为 0.747、1.612、2.426、3.624)，降

温至 20 ℃，分别加入诱导剂 IPTG 至终浓度为

0.25 g/L，诱导培养 10 h，检测菌体浓度并测定酶

活。结果如图 1A 所示，对数生长前期诱导后酶

活最高，此时菌体生长代谢旺盛，蛋白大量合成

表达，外源蛋白也易于诱导表达，若诱导太晚，

则菌体代谢开始降低，不利于外源蛋白的表达[16]。 

2.1.2  诱导剂 IPTG浓度对重组菌产酶的影响 

此重组菌表达系统上带有乳糖基因(lac)启动

子，需要 IPTG作为诱导剂诱导外源蛋白的表达。

当菌体浓度 OD600为 0.74时，分别加入不同量的

诱导剂 IPTG，20 ℃诱导培养 10 h，检测菌体浓

度并测定酶活。如图 1B所示，随着 IPTG浓度的

增加，诱导结束后菌体的浓度 OD600 有略微的下

降，表明 IPTG对菌体的生长有一定的抑制作用。

此外，IPTG浓度较低时，外源蛋白的表达水平随 

     

          
图 1  不同诱导条件下重组菌株摇瓶产酶的酶活及菌体浓度变化 
Fig. 1  Enzymatic activity of His-HepⅡ and cell growth in flask culture of recombinant E. coli under different induction 
conditions. (A) Enzymatic activity and cell growth under different initial induction OD600. (B) Enzymatic activity and cell 
growth under different IPTG final concentration. (C) Enzymatic activity under different induction temperature. (D) Cell 
growth under different induction temperature. 
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着诱导剂浓度的升高而不断升高；当浓度超过一

定限度时，蛋白表达水平又会受到影响。 

2.1.3  诱导温度与诱导时间对重组菌产酶的影响 

重组菌的诱导温度与诱导时间相关联，本实验

对诱导温度与诱导时间对重组菌产酶的影响进行

了综合考察。培养菌体浓度 OD600为 0.6–0.8，添加

诱导剂 IPTG至终浓度为 0.3 g/L，分别于 16 ℃、

20 ℃、24 ℃诱导培养 6–12 h，检测菌体浓度并测

酶活。由图 1C与 1D可见，16 ℃下诱导不利于菌

体生长，酶活也较低；20 ℃下诱导 10 h酶活最高，

为 570 U/L；24 ℃下诱导 8 h酶活较高，但酶活仍

低于 20 ℃下诱导的最高酶活。可见升高温度有利

于菌体的生长代谢，而适度的低温有利于外源蛋

白的可溶性表达，针对不同的目标采用不同的培养

手段，有利于发酵水平的提高和发酵周期的缩短。 

通过诱导条件的优化，发现 37 ℃培养重组

菌至对数生长前期，降温至 20 ℃，添加诱导剂

IPTG至终浓度为 0.3 g/L，诱导培养 10 h，酶活

可达 570 U/L，相比未优化前提高 2倍多。 

2.2  R 培养基最佳碳氮源优化 

高密度发酵是一种通过提高单位体积菌体密

度从而提高重组酶的产量与酶活，降低生产成本

的发酵方式[16]。本实验拟在前期研究基础上，选

用 R培养基作为高密度发酵的基础培养基，以高

菌体浓度与高酶活为目标，考察 R培养基中不同

碳源和氮源对菌体生长量及酶活的影响。 

2.2.1  碳源优化 

分别以 5–15 g/L的葡萄糖、蔗糖、甘油作为

碳源，其他成分与 R发酵培养基相同，采用以上

优化的诱导条件进行诱导发酵产酶。其中以    

15 g/L的葡萄糖、10 g/L的甘油、15 g/L的蔗糖作

为碳源时菌体生长最好 (图 2A)，且上述 3种碳源

培养菌体诱导发酵产酶的酶活分别为 984 U/L、

754 U/L和 467 U/L。由此可见，葡萄糖组具有生

长时间短，菌体浓度高，酶活表达量高等优点，

故选取葡萄糖为后续发酵罐培养碳源。 

 

 

 
图 2  R 培养基中发酵优化 
Fig. 2  Optimization of fermentation in R medium. (A) 
Carbon source. (B) Nitrogen source. (C) High cell density 
fermentation. 

2.2.2  氮源优化 

分别以 7.6 g/L硝酸钠、5.0 g/L氯化铵、6.0 g/L

硫酸铵、6.0 g/L磷酸氢二铵作为培养基氮源 (4

种氮源中所含氮量相同，均为 1.25 g/L)，采用

以上优化的条件进行诱导培养。其中以磷酸氢

二铵作为氮源时菌体浓度最高 (图 2B)，且上述

4 种氮源培养菌体诱导发酵产酶的酶活分别为

336 U/L、774 U/L、825 U/L和 986 U/L，故取
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磷酸氢二铵为后续发酵罐培养碳源。 

2.3  优化条件下重组菌的发酵罐高密度发酵 
将 LB培养基中最佳产酶条件与 R培养基中最

佳碳氮源优化结果相结合，进行发酵罐高密度发酵。

37 ℃培养菌体 13 h 至对数生长前期，其 OD600为

50.5左右时，降低发酵液温度至 20 ℃后，加入 IPTG

至终浓度 0.3 g/L，诱导培养，每隔一段时间测量菌

体浓度并测酶活。结果如图 2C所示：诱导初期，重

组菌适应新的生长环境，生长缓慢，但菌体已开始

诱导产酶，酶活性有较大的增加；诱导培养 6 h后，

重组菌生长速度加快，酶活性增加的速度也加快；

诱导培养 10 h后，菌体浓度与酶活值均达到最高，

菌体浓度 OD600为 98，比摇瓶发酵菌体浓度提高了

近 21倍，酶活为 9 436 U/L，比摇瓶发酵提高了近

16倍，酶活得到大幅提高，但相对单位菌体来说酶

活有一定的降低。可能原因是高密度发酵过程中积

累了一些抑制重组菌外源蛋白表达的有害代谢物，

如乙酸[17-18]。乙酸的产生与细胞中电子传递和三羧

酸循环有关，高密度发酵比生长速率高，重组菌通

过氧化代谢产生的能量不能满足菌体合成与异化作

用的需求，必须通过乙酸生成途径提供能量及相关

酶，乙酸的过多积累会影响外源蛋白的表达，从而

导致单位菌体酶活降低。 

3  结论 

文中在摇瓶体系中对黄杆菌肝素酶Ⅱ重组菌

的诱导产酶条件进行了优化，并在此基础上进行

了重组菌的发酵罐高密度培养，菌体浓度和酶活

较摇瓶发酵分别提高了 21 倍和 16 倍，达到了较

高的生产水准。该研究为 HepⅡ的工业化生产与

应用进一步奠定了基础。 
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